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RESUMEN

Las investigaciones en las que se realizan simultdneamente un andlisis tedrico y un analisis
experimental permiten estudiar una hipdtesis de partida con mayor profundidad. En este trabajo
se realiza, paralelamente, un analisis tedrico y experimental para determinar entre tres cartuchos
de extraccidn en fase sélida cual es el mas vélido para extraer tres cannabinoides sintéticos de la
muestra de plasma: el CP47,497, el CP55,940 y el JWH-073. A nivel tedrico, se realiza un estudio
de las energias de interaccién aplicando el método del funcional de densidad (DFT) entre los
mondmeros que conforman los cartuchos de SPE y los cannabinoides sintéticos probando
diferentes posibilidades de interacciones. A nivel experimental, se optimiza un método
cromatografico para poder detectar y cuantificar los cannabinoides. Posteriormente, se disefian y
optimizan los protocolos de extracciéon de las SPE para poder realizar un tratamiento de muestra
acorde con las caracteristicas de los cannabinoides. Se elaboran tres rectas de calibrado, una por
cartucho, y se calcula el rendimiento de cada tipo de extraccién. Mediante las dos vias de andlisis

se llega a la conclusién de que el mejor cartucho de extraccion es el OASIS MCX.

Palabras clave: Cannabinoide sintético (CS), Extraccion en Fase Sélida (SPE), funcional, funciones

base, cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
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ABSTRACT

The investigations in which a theoretical and an experimental analysis are carried out
simultaneously allow us to delve into a starting hypothesis. In this work, a theoretical and
experimental analysis is carried out in parallel to determine which of the three solid phase
extraction cartridges is the most valid to extract three synthetic cannabinoids from a plasma
sample: CP47.497, CP55.940 and JWH-073. At a theoretical level, a study of the interaction
energies is carried out by applying the density functional theory (DFT) between the monomers that
make up the SPE cartridges and the synthetic cannabinoids, testing different interaction
possibilities. At the experimental level, a chromatographic method is optimized to detect and
guantify cannabinoids. Subsequently, SPE extraction protocols are designed and optimized to treat
the sample according to the characteristics of the cannabinoids. Three calibration curves are made,
one for each cartridge, and the extraction performance of each one is calculated. Using both

methods of analysis, it is concluded that the best extraction cartridge is the OASIS MCX.

Key words: Synthetic Cannabinoid (SC), Solid Phase Extraction (SPE), functional, basis sets, gas

chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS).
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INTRODUCCION

1. CANNABINOIDES SINTETICOS: CARACTERIZACION Y PROPIEDADES

Los cannabinoides sintéticos (CS) son compuestos clasificados como nuevas drogas psicoactivas
(NPS) que poseen una estructura y funcionalidad similar a la del A9-tetrahidrocannabinol (THC), el
principal compuesto psicoactivo del cannabis.»? Al igual que este, tienen la capacidad de producir
efectos psicoactivos semejantes como: euforia, dismnesia o disminucidn de la sensacién de dolor.
Esta propiedad se debe a la unién de estos compuestos con los receptores CB-1 y CB-2 de los
cannabinoides.® Mientras que los receptores CB-1 controlan los efectos psicoactivos y sedantes,
los CB-2 controlan el sistema inmunoldgico y la respuesta al dolor.*> Por ello, el objetivo que se
persigue en la sintesis de estos compuestos ilicitos es que se unan especificamente al receptor CB-
1. Sin embargo, a diferencia con el THC, el riesgo de padecer una sobredosis es mucho mas elevado,

ya que los cannabinoides sintéticos poseen una mayor potencia en comparacién con el cannabis.*

Comercialmente, son de facil obtencidn via Internet y muy atractivos para los consumidores, sobre
todo para los mas jévenes, ya que la consideran una alternativa mas segura y legal. Se pueden
encontrar bajo el nombre de “Spice”, “K2” o “Herbal Incense” y consisten en mezclas de hierbas
disponibles licitamente en el mercado que son rociadas con estas sustancias para simular los
efectos del THC y asi poder ser consumidas mediante la combustidn e inhalacion en cigarrillos.®”
Para poder esconder su verdadera finalidad y, de esta forma, evitar una supervisidén reglamentaria,
se pueden encontrar con avisos de que su uso es exclusivo para aromaterapia o para utilizar como
inciensos. Debido a la variacién y la complejidad de las mezclas de hierbas y a su falta de
homogenizacidn, puesto que se desconocen las diferentes proporciones de CS afiadidos, es dificil
predecir los efectos que causan en el ser humano después de su consumo.! Actualmente, aln se
sabe muy poco a cerca de la farmacocinética (absorcién, distribucion, metabolismo y eliminacion)
y farmacodindmica de los CS. Teniendo en cuenta el nivel de potencia que tienen actuando sobre

el sistema nervioso central, muchos de ellos se han estudiado como compuestos

farmacoldégicamente activos, pero todavia se no se conocen cuales son las dosis letales.?

En los ultimos afios el uso recreativo de este tipo de NPS ha ido creciendo en popularidad de forma
acelerada. Segun el informe Mundial sobre las drogas de 2019, entre los afios 2007 y 2017 ha
habido un aumento considerable de las incautaciones mundiales de cannabinoides sintéticos tipo
“Spice”, sobre todo en los afios 2012, 2014 y 2017.8 A nivel europeo, de todas las NPS, los CS junto

con las catinonas son las drogas mas cominmente identificadas.® Esto nos muestra explicitamente
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gue los cannabinoides sintéticos son un importante peligro para la salud humana y representan
una nueva clase de droga de abuso que se encuentra en pleno auge, sobre todo en casos de
sumision quimica.

Para este trabajo se han elegido tres CS: el CP47,497 (5-(1,1-dimetilheptil)-2-[(1R,3S)-3-
hidroxiciclohexilo]-fenol), el CP55,940 ([(-)-Cis-3-[2-hidroxi-4-(1,1-dimetilheptil)-fenil]-trans4-(3-
hidroxi propil) ciclohexanol]), (ambos compuestos biciclicos formados por un anillo aromatico
unido a un ciclohexilfenol), y el JWH-073 (1-butil-3-(1-naftoil)-indol), perteneciente al grupo de los
aminoalquilondoles (AAls) ya que posee un grupo heterociclico indol.*° Los tres son cannabinoides

gue se pueden sintetizar de manera sencilla y con materiales que estan facilmente disponibles.
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Figura 3: JIWH-073.

Figura 1: CP47,497. Figura 2: CP55,940.

2. TRATAMIENTO DE MUESTRA: EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE)

La extraccion en fase sélida (SPE) es una técnica empleada en el tratamiento de muestra para el
aislamiento de los analitos en estudio que se encuentran en una matriz. El proceso de extraccion
consiste en acondicionar una fase sdélida (sorbente) contenida en un cartucho y, a continuacidn,
transferir los analitos, donde se retienen durante el proceso de carga de la muestra.
Posteriormente, la fase sélida se lava para eliminar las posibles interferencias que puedan quedar
retenidas y los analitos se recuperan por elucién.!! Un factor importante en la SPE es que los
analitos a extraer deben de tener mayor afinidad por la fase sélida que por la matriz de la muestra,
para que queden bien retenidas en el sorbente. Esto implica que la eleccién de un buen sorbente
tiene mucha importancia, porque su eleccion controla pardametros como la selectividad, la afinidad
y la capacidad de la SPE. Para escoger la fase sélida mds idonea se deben de tener en cuenta las
caracteristicas de los analitos de interés vy las interacciones del sorbente elegido con los grupos
funcionales de los analitos. Sin embargo, otros factores a considerar son el tipo de matriz de la
muestra y sus interacciones, tanto con el sorbente como con los analitos.!? Los principales
objetivos de la SPE son: la preconcentracion de los analitos, la limpieza de la muestra y la

transferencia de la muestra a un disolvente diferente del que se encontraba inicialmente.



Andlisis Tedrico y Experimental de Extracciones en Fase Solida Aplicadas a Cannabinoides Sintéticos

La SPE se desarrollé inicialmente como complemento de la extraccién liquido-liquido (LLE) debido
a la necesidad de disminuir el uso de disolventes orgdnicos.'® En la actualidad es la técnica de
extraccion mas habitual en muchos ambitos de la quimica. Los sorbentes de las SPE se pueden
clasificar en diferentes grupos dependiendo del tipo de sustancias que conformen el cartucho de
extraccion: cartuchos de silica modificada, de caracter idnico, de base de carbono, de base
polimérica y sorbentes selectivos.!! Para este trabajo se escogieron tres tipos de cartuchos con

distintos sorbentes:

= Cartuchos de silica modificada C18: Son sorbentes conocidos como de fase reversa que
contienen grupos poliméricos de silica unidos a cadenas de grupos funcionales octadecilo
(C18). Es el material mas comun para la fabricacion de cartuchos. Sus mecanismos de
interaccidn con el analito son principalmente interacciones hidrofébicas o fuerzas de Van
der Waals. Presentan como ventaja que no retienen interferencias, aunque como
inconvenientes obtienen baja recuperacion en la extraccién de compuestos polares e
inestabilidad a pH extremos.!?

= Cartuchos de base polimérica modificada: Son sorbentes formados por polimeros
macroporosos de poli-divinilbenceno combinado con grupos funcionales de
vinilpirrolidona. Son bases poliméricas de estructura hidrofébica y son estables en todo el
rango de pH.!! Las interacciones que pueden presentar con los analitos son fuerzas de Van
der Waals, interacciones pi-pi gracias a la aromaticidad del divinilbenceno y de puentes de
hidrégeno debido al grupo pirrolidona.3

= Cartuchos de base polimérica de intercambio catidnico: La estructura polimérica de los
sorbentes de estos cartuchos estd formada por una base de polimeros de divinilbenceno-
N-vinilpirrolidona pero, a diferencia con los cartuchos anteriores, estd modificada
guimicamente, ya que contiene grupos de acido sulfénico que le permiten retener cationes.
La principal ventaja de estos cartuchos es que permiten retener un amplio espectro de
analitos tanto polares como apolares gracias a las interacciones generadas, como son

enlaces de hidrégeno y de caracter dipolar.141>

3. TECNICA INSTRUMENTAL: CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-MS)

La GC-MS es una combinacién de dos técnicas analiticas: la cromatografia de gases (GC), que

separa los elementos contenidos en mezclas heterogéneas; y la espectrometria de masas, que
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proporciona informacidn para la identificacion de las estructuras de estos analitos. Describiéndolas
mas en profundidad, la cromatografia de gases es un método de separacién fisica en el que los
componentes de una mezcla se distribuyen selectivamente entre una fase movil, que es un gas
portador inerte, y una fase estacionaria, contenida en el interior de una columna cromatografica.
Inicialmente, la muestra es introducida en un inyector que se encuentra a altas temperaturas, y se
volatiliza. Seguidamente, se produce la separacidn de los componentes de la mezcla en la columna.
El gas portador, que suele ser hidrégeno o helio, transfiere la muestra a través de la columna hasta
el detector o, en este caso para GC-MS, hasta el espectrémetro de masas. La separacion de los
analitos se debe a las diferencias en los coeficientes de distribucidon de cada componente entre la
fase movil y la fase estacionaria, es decir, los analitos sufren repetidos fendémenos de absorciéon y
desorcidn durante su recorrido por la fase estacionaria. Al ser un método de separacion en fase
gaseosa, una caracteristica fundamental que tienen que cumplir los analitos es que deben de tener

suficiente volatilidad y estabilidad térmica.'®'’

En cuanto a la espectrometria de masas (MS), es una técnica en las que se generan iones en fase
gaseosa que posteriormente se clasifican segln su relacién masa-carga (m/z) para su deteccion.
En el espectro de masas resultante se pueden observar un grafico donde se recogen las
abundancias relativas de los iones generados en funcion de la relacion m/z. La MS se pude dividir
en cinco etapas: introduccion e ionizacion de la muestra, andlisis de masas, deteccién de los iones
generados y tratamiento de los datos. Todos los espectrémetros de masas poseen un control
informatico total de todas las partes.®'® Segun el tipo de informacién que se quiera obtener, la
MS tiene dos modalidades de trabajo o de adquisicién de datos: el modo barrido completo (full
scan) y el modo monitorizacién selectiva de iones (SIM). En el modo full scan se realiza un barrido,
dentro de un intervalo de valores m/z, y se obtiene un espectro de masas que recoge las
abundancias de iones dentro de ese rango de m/z. En el modo SIM el analizador de masas realiza
una medicion de la abundancia de iones con valores concretos de m/z, pudiendo saltar de un valor
a otro pasando un tiempo de analisis previamente especificado en cada ion para medir su
abundancia. Es decir, el modo SIM posee un elevado nivel de sensibilidad en comparacion con full
scan, sin embargo, se pierde informacidn acerca de todos los componentes que puede contener la

muestra.l’

Para los sistemas GC-MS la introduccion de la muestra del cromatégrafo al espectrometro se

realiza a partir de la columna cromatografica, gracias a un adecuado acoplamiento denominado
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interfase. La ionizacién de los analitos se realiza generalmente por ionizacién electrénica (El) o
guimica (Cl), aunque las mds utilizada en la GC-MS es la El. Consiste en el desarrollo de un proceso
muy energético en el que se originan iones moleculares (M**) que tienen una gran cantidad de
energia y la liberan fragmentandose para alcanzar estados de energia mas bajos, lo que da a lugar
a los espectros de masas con multiples picos de m/z. Es importante destacar que para esta técnica
es necesario que la ionizacion de los analitos, el andlisis de masas y la deteccidn de los iones tengan
lugar en un sistema de alto vacio. Para este trabajo se empled un sistema GC-MS formado por un
ionizador de impacto electrénico, un analizador de masas cuadrupolo (QMS) y un

electromultiplicador como detector de iones.?°
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OBIJETIVOS

Como objetivos generales de este trabajo se pretende realizar un estudio tedrico-computacional
de las energias de interaccién entre los mondmeros que conforman los cartuchos de tres
extracciones en fase sdlida distintas y tres cannabinoides sintéticos: el JWH-073, el CP-47,947 y el
CP55,940; comparar los resultados obtenidos con los recogidos en un estudio experimental, e
identificar que extraccién es la mds 6ptima para cada cannabinoide a partir de los diferentes datos
conseguidos por ambas vias. Como objetivos especificos de este trabajo se indican los siguientes.

A nivel tedrico:

Dibujar las moléculas de los monémeros que conforman los cartuchos de extraccién y los
cannabinoides para la realizacion del cdlculo de sus energias mediante la teoria del funcional de la
densidad (DFT).

Estudiar las energias de interaccién entre el mondmero y los cannabinoides para esclarecer si los
cartuchos seleccionados son los éptimos para realizar la extraccion o no y determinar los
cannabinoides.

Comparar distintos funcionales del DFT para observar sus principales propiedades y diferencias

entre ellos para seleccionar el mas idéneo para la realizacion de este tipo de estudios.
A nivel experimental:

Optimizar un método cromatografico para separar y cuantificar los cannabinoides sintéticos.
Optimizar los métodos de extraccidn en fase sélida para los cartuchos seleccionados.

Aplicar esos métodos optimizados a muestras de plasma dopadas con los cannabinoides.

METODOLOGIA. PARTE TEORICA

TEORIA DEL FUNCIONAL DE LA DENSIDAD. FUNCIONALES Y FUNCIONES BASE

A la hora de llevar a cabo el estudio un sistema molecular y poder asi deducir su energia y sus

propiedades electrdnicas, se ha de resolver la ecuacion de Shrédinger:2%22

Hy =Eyp (1)
En donde H es el operador hamiltoniano, ¥ una funcién de onda que describe el sistema y E la

energia asociada a ese sistema. A su vez, el operador hamiltoniano también puede describirse

como:

H=TN+Te+Ve+Ve + V™ (2)
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Siendo T™ y T® las terminaciones que corresponden a la energia cinética de los nucleos y
electrones, respectivamente, V" representa la energia potencial de atraccion entre electrones y
nucleos y Vey V™ representan la energia de repulsion de los electrones entre si y entre los
nucleos, respectivamente.?:~23 A lo largo de los afios se han ido desarrollando diferentes métodos
y teorias para poder resolver esta ecuacion y asi poder estudiar las propiedades de un sistema en
estudio. En la actualidad, la teoria mas utilizada es la teoria del funcional de la densidad (DFT). La
DFT es un método variacional que, a diferencia de otros métodos mecano-cudnticos obtiene la
energia de un sistema a partir de la densidad electrdnica y no a partir de funciones de onda, como
ocurre en el método Hartree Fock (HF). La DFT fue desarrollada a partir de los teoremas de

Hohenberg y Kohn (1964) y posteriormente por el método de Kohn Sham.?*?>

Inicialmente, en los métodos DFT un sistema molecular tiene que estar definido por su potencial
externo (v(r)) y por un nimero N de electrones, los cuales vienen determinados por la densidad
electrénica, es decir: N = fp(r) dr. El primer teorema de Hohenberg y Khon describe
primeramente que la energia viene determinada por la densidad electrénica del estado
fundamental, E, = Ey(py), por lo que se puede afirmar que la energia es un funcional de la
densidad electrénica del estado fundamental. Ademds, para este primer teorema se establece que
no pueden coexistir dos sistemas diferentes que posean la misma densidad electrénica en el estado
fundamental (p,) (no puede a ver dos potenciales externos (v(r)) con la misma p) y describe la

energia como:

Ey = Ey(po) = f po(r) v(r)dr + Fps] (3)

En donde F[p,] es el funcional de Hohenberg-Konhn, el cual es: desconocido, independiente a
v(r) y se define como F[p,] = T[po] + Vee[po], donde T y V,, son los términos de energia cinética
y repulsion electrdnica, respectivamente. El segundo teorema de Hohenberg y Kohn establece un
principio variacional, en el que confirma que E,[po] < E,[p], siendo p, la densidad electrénica del
estado fundamental y p una densidad electrénica que debe de ser mayor o igual que cero (p(r) =
0). Sin embargo, los teoremas de Hohenberg y Kohn no solventan el problema de construir el
funcional F[pg]. Por ello, el método de Kohn-Sham toma como referencia un sistema de N
electrones que se estudian como particulas independientes, es decir, es un sistema no
interactuante y establece que la densidad del estado fundamental es la misma que la del sistema

real (o; = py), por lo que la densidad electrénica se escribe como:

10
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N
p() = ) I* (4)
i=1

Siendo ; las funciones de onda que representan el sistema. Gracias a este método, se puede llegar

a describir una nueva férmula de la energia de un sistema:

mm=n+nm+aam+[mawam<a

Siendo T la energia cinética de los electrones independientes en el sistema real, J[p] un término
que representan la repulsion electronica de Coulomb y E,. es el funcional de correlacion e
intercambio, que a su vez este se puede definir como la suma de la diferencia entre las energias

cinéticas del sistema real y del sistema de referencia y la diferencia entre la repulsién bielectrénica

y la repulsién de Coulomb (Exc[p] = (T[p] — Ts[p]) + (Veelp] —J[p]). 5>

A la hora de elegir un funcional para el estudio de nuestro sistema molecular hay que tener en
cuenta que existen de varios tipos, y la elecciéon del mds apto dependerd del tipo de sistema que
se analice y de los resultados que se quieren obtener. En este trabajo se utilizan los funcionales
B3LYP y el M06-2X, ambos funcionales hibridos, que tienen como caracteristica incluir un pequefio
porcentaje de intercambio Hartree Fock (HF). El funcional B3LYP es de los mas utilizados, ademas
de aportar un 20% de intercambio HF.?® Por otro lado, el funcional M06-2X ademds de ser un
funcional hibrido, es meta-GGA, un tipo de funcionales que poseen un mayor rendimiento, ya que
realizan una correccion exhaustiva del gradiente de la densidad electrdnica. Para realizar los
calculos computacionales, también se debe seleccionar la funcidn base a emplear, que es el
conjunto de funciones monoelectrénicas empleadas para construir los orbitales moleculares. En
este trabajo se han empleado las funciones 6-31G** y la 6-311++G**. En la primera, cada orbital
atomico de capa interna se representa por una combinacién lineal de seis gaussianas primitivas y
para cada orbital de valencia se emplean dos funciones base, una combinacién de dos primitivas
gaussinas y una gaussiana difusa, anadiendo seis funciones de polarizacién tipo d a los atomos
pesados y tres tipo p al hidrégeno. La segunda seria igual que la primera pero se afiade una funcién

gaussiana y un funcidn difusa para el hidrégeno y para los &tomos pesados.?®

Por ultimo, un factor importante que considerar en este trabajo es la energia de interaccién que
se genera entre el sorbente de los cartuchos de extraccion y los cannabinoides en estudio, pues
esta energia debe de ser lo suficientemente fuerte como para que los cannabinoides queden

retenidos por el sorbente a la hora de cargar la muestra, pero debe de ser lo suficientemente débil
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como para que se consiga producir la elucion y se puedan recuperar para poder analizarlos. Para
calcular la energia de interaccion entre dos moléculas (Ej;,;) previamente ha de tenerse en cuenta
el error de superposicion de bases (BSSE). Este error se produce a partir del solapamiento de las
funciones base de ambas moléculas cuando estas se aproximan la una a la otra para poder
interactuar. Para corregirlo, se utiliza el método de Counterpoise, por lo que la ecuacién de la

energia de interaccién quedaria tal que asi:?®
A A
Eine = Eap — (ES"” + ES'™) (6)

Siendo A y B dos moléculas que conforman el sistema en estudio, E,5 es la energia del complejo

AB AB . . ,
moleculary E[E ) y Ef; ) son las energias de cada molécula por separado dentro de la geometria

del sistema formado. Para este calculo también serd necesario tener en cuenta la BSSE.%?

En este trabajo, para calcular la E;,; de los complejos formados se utilizan como funcionales el
B3LYP y el M06-2X (ambos funcionales hibridos) y como funciones base se utilizan la 6-31**G y la

6-311++G** 27729
METODOLOGIA. PARTE EXPERIMENTAL

MEDIOS EXPERIMENTALES

REACTIVOS

Patron CP47,497: Liquido. Cayman Chemical Company®

Patrén JWH-073: Sélido. THC Pharm®, (Alemania)

- Patrén CP55,497: Sélido. Cayman Chemical Company®

- Patrén interno THC-COOH D3: 11-nor-9-carboxy-delta9-THC-D3, 100 pg/ml. Cerilliant
- Acetonitrilo hipergraduado para LC-MS LiChrosolv®, Supelco (Alemania)

- Metanol de alta pureza (299,8%) para GC, Sigma-Aldrich (Polonia)

- Acetato de Etilo de alta pureza (299,5%) para GC, Sigma-Aldrich (Francia)

- 2-Propanol gradient grade para cromatografia de liquidos, LiChrosolv®, Merck (Alemania)
- HCl (4cido clorhidrico) Concentrado, Sharlau, S.A.

- KH2POQ4, (dihidrégeno fosfato de potasio), Merck (Alemania)

- KzHPO4:3H,0 (hidrégeno fosfasto de potasio trihidratado), Merck (Alemania)

- BSTFA (Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) para cromatografia de gases, Merck

- TMCS (Clorotrimetilsilano) para cromatografia de gases, Merck
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DISOLUCIONES

HCl diluido 0.5M

Disolucién tampdn fosfato a pH 6

TCMS/BSTFA 1:99 (v/v)

Agua acidificada con HCl diluido hasta pH 2.5
MeOH/H20 20:80 (v/v)

MeOH/AcEt 50:50 (v/v)

Disolucién tampdn fosfato/Acetonitrilo 70:30 (v/v)

AcEt/Alcohol isopropilico 85:15 (v/v)

INTRUMENTACION

Centrifuga Minicen Orto Alresa

Estufa Universal de aire forzado Memmert
PHmetro de Sobremesa XS pH8+DHS®
Termostato de bloque metélico VLM EC1
Agitador Vortex

Balanza analitica Denver Instrument

Manifold de Extracciéon Waters®, Milford, Massechusetts

Cromatografo de gases (GC system), HP 6890 Series, Hp Hewlett Packard, Alemania

Inyector 7683B Series, Agilent Technologies

Espectrometro de masas (Mass Selective Detector), 5973Network, Agilent

MATERIAL

Cartuchos de Extraccion Strata™-X 33um de fase Reversa, 60mg/3ml, Phenomenex®

Cartuchos de Extraccidn Strata® C18-T (55um, 140A), 200mg/3mL, Phenomenex®

Cartuchos de Extraccion OASIS® MCX 1cc (30mg) Waters®

Parafilm®

Tubos de vidrio de fondo cénico con esmerilado, tubos de vidrio de fondo redondo, tubos

de microcentrifuga (Eppendorfs), micropipetas de 1000, 200 y 100uL, vasos de

precipitados, frascos lavadores, gradillas metalicas

HERRAMIENTAS INFORMATICAS

Software Gaussian 09

Software de hojas de cédlculo Microsoft Excel
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Software Statgraphics Centurion 18

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

+

Programa de Temperaturas del horno

Temperatura inicial: 100°C con un tiempo inicial de 1 minuto
Temperatura final: 300°C con un tiempo final de 5 minutos
Temperatura maxima: 350°C

Rampas:

Tabla 1: Intervalos de temperaturas del horno (Rampas) con las temperaturas
de iniciales y finales con el tiempo que se mantiene la temperatura final.

30°C/min 100°C 260°C 1 minuto

10°C/min 260°C 300°C 10 minutos

Tiempo de equilibrio: 0.50 minutos
Tiempo total: 21.33 minutos

Inyector

Modo de inyeccién: Splitless

Volumen de inyeccion: 1ul
Temperatura inicial del inyector: 240°C
Columna

Tipo de columna: Agilent 19091S-133U
Flujo Inicial: 1.0mL/min

Gas portador: Helio

Linea de transferencia (MSD Transfer Line Heater)

Temperatura de transferencia: 280°C

PROTOCOLOS DE EXTRACCION

+

Protocolo de Extraccion para los cartuchos Phenomenex STRATA X

Acondicionado: Se anade 1mL de MeOH y 1mL de Agua MiliQ acidificada a pH 2

Carga: Se carga con 500ulL de muestra

Lavado: Se anaden 500puL de Agua Acidificada a pH 2

Elucidn: Se afiade 1ml de MeOH y a continuacién 1ml de una disolucion de MeOH/AcEt en

proporciones 50:50 (v/v)
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4+ Protocolo de Extraccién para los cartuchos Phenomenex Strata C18-T

- Acondicionado: Se afiade 1ml de una disolucién de MeOH/H,0 en proporciones 20:80 (v/v)

- Carga: Se carga con 500uL de muestra

- Lavado: Se afiaden 500uL de MeOH/H,0 en proporciones 20:80 (v/v)

- Elucién: Se afiaden 500uL MeOH

4+ Protocolo de Extraccion para los cartuchos OASIS MCX

- Acondicionado: Se afiaden 250uL de MeOH y 250uL de Agua MiliQ acidificada a pH2

- Carga: Se carga con 500uL de muestra

- Lavado: Se afladen 250uL de tampdn fosfato a pH 6 y 250uL de una disolucion de tampdn
fosfato a pH 6 y Acetonitrilo, en proporciones 70:30 respectivamente (v/v)

- Elucién: Se afiaden 750uL de una disolucion de AcEt y Alcohol Isopropilico (2-propanol) en

proporciones 85:15 respectivamente (v/v)

IDENTIFICACION DE LOS CANNABINOIDES Y ELECCION DEL PATRON INTERNO

Primeramente, se estudian las caracteristicas principales de los cannabinoides mediante una
busqueda bibliografica exhaustiva. Con esto se averigua: cuales son los tiempos de retencion para
cada uno de ellos segun las condiciones cromatograficas utilizadas; los espectros de masas y los
iones propios de los CS; si es necesario llevar a cabo un proceso de derivatizacidn para que sean
detectados por GC-MS.>10:30-36 ppsteriormente, se inyectan en el cromatdgrafo disoluciones de
100ppm de cada cannabinoide y del THCCOOH-D3 (patrén interno) por individual en modo full
Scan, para poder establecer los tiempos de retencién de los compuestos en nuestras condiciones
cromatograficas y asi determinar cuales seran los iones cualificadores y los cuantificadores.
Seguidamente, se inyecta una mezcla de todos los compuestos en la misma concentracién para
comprobar que no interfieren unos con otros. Todos estos datos se recogen en la Tabla 2,

confirmando en qué casos es necesaria la derivatizacion.

Tabla 2: Fenomenos de derivatizacion, tiempos de retencion y iones caracteristicos de cada
cannabinoide para su cualificacién y cuantificacion junto con los del patron interno.

CP47,497 S 10,91 377,378,289 462
CP55,940 Sl 13,23 73,327,305,419 219
JWH-073 NO 18,50 284,310,326,328 327
THC-COOH D3 Sl 13,21 374,476,491 274
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TRATAMIENTO DE MUESTRA: EXTRACCIONES Y DERIVATIZACION

Inicialmente, se procede a preparar disoluciones en metanol de los tres cannabinoides en estudio
a partir de los patrones comerciales. Se empieza realizando disoluciones de concentracion 1mg/mi
de cada uno vy, a partir de esta, se elaboran diluciones que contengan concentraciones de 100, 10
y 1 ppm (ug/mL) de cada cannabinoide por individual. Una vez hechas estas disoluciones, se
prepara una disolucién en metanol de 10ppm del patrén interno THC-COOH D3. A continuacién,
se centrifuga plasma humano a una velocidad de 14000rpm durante 5 minutos, con el objetivo de
gue precipiten las proteinas plasmaticas que puedan interferir en la extraccidn. Se cogen alicuotas
de 500uL que se dopan con las concentraciones de los tres cannabinoides y del patrén interno. Se
agitan las muestras en un vortex y se realizan las extracciones en fase sdlida. Los extractos
obtenidos se evaporan en un termostato a 40°C y con corriente de nitrégeno. Por ultimo, se lleva
a cabo la reaccién de derivatizacion, afiadiendo 40pL de la mezcla derivatizante (TCMS/BSTFA 1:99
(v/v)). Se vuelven a agitar las muestras en un vortex y se introducen en una estufa a 100°C durante
20 minutos. Transcurrido ese tiempo, se retiran de la estufa y se dejan enfriar, para su posterior

inyeccion en el sistema cromatografico.

ESTUDIO DE LA LINEALIDAD
IDENTIFICACION DE LOS LIMITES DE DETECCION (LOD) Y CUANTIFICACION (LLOQ)

Consultando diferentes fuentes bibliograficas, teniendo en cuenta que el LOD tiene que ser
superior a tres veces la relacién sefal/ruido y el LLOQ diez veces la ratio sefial/ruido, se escogen
valores de concentraciones de analito muy bajas para las condiciones cromatograficas
optimizadas. Posteriormente, se van realizando andlisis y se van disminuyendo cada vez mas las
concentraciones hasta que se lleguen a los valores de LOD = 3sy,; y LLOQ = 10s,,, siendo sy, la
desviacién estandar del blanco, es decir, una muestra que no contiene los analitos. A nivel practico,
se preparan disoluciones de los patrones de los cannabinoides en concentraciones decrecientes

para fijar los limites.343637

ELABORACION DE LAS RECTAS DE CALIBRADO POR PATRONES INTERNOS

A la hora de poder cuantificar y obtener las concentraciones de cannabinoides en una muestra de
plasma se realizan tres rectas de calibrado, una por cada columna utilizada. A 8 tubos con plasma
se le afiaden concentraciones conocidas de los cannabinoides de manera ascendente en cada uno
de ellos, y una concentracion de 0,5ppm en los tubos de patrdn interno. Las concentraciones de

cada tubo de muestra se muestran en la tabla 3.
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Después, se realizan las extracciones, se

con la inyeccién en el equipo cromatogra

evapora el extracto obtenido y se derivatiza, finalizando

fico.

Tabla 3: Concentraciones en ug/ml en cada tubo de muestra de los tres cannabinoides y del patrén interno.

CP47,497 0 0,02 0,05 0,1 0,5 0,8 1 1,2
CP55,940 0 0,08 0,1 0,2 0,5 0,8 1 1,2
JWH-073 0 0,02 0,05 0,1 0,5 0,8 1 1,2
THC-COOH D3 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

EVALUACION DEL RENDIMIENTO DE LAS EXTRACCIONES

® )

=

SO X
Figura 4: Esquema de los dos tipos de extraccion. La
extraccion 1 se dopa con los cannabinoides una vez
realizada la extraccion, siendo las bolas rosas los
cannabinoides. En la extraccion 2 la muestra ya
contiene los cannabinoides y se extraen, obteniendo
los cannabinoides extraidos. Los cuadrados verdes y
naranja serian sustancias interferentes.

Uno de los principales objetivos de este trabajo es saber
cual es el porcentaje de rendimiento, para asi poder
determinar qué tipo de extraccién es la éptima con el fin
de perder la menor cantidad posible de analito y ser
capaz de realizar el tratamiento de muestra mas acorde
para este anadlisis. Por ello, se escoge un punto
intermedio de la recta de calibrado y se llevan a cabo dos
extracciones diferentes para cada cartucho: en una de
ellas la muestra que se hace pasar por el cartucho
contiene una  concentracion determinada de
cannabinoides y de patrén interno, mientras que en la
otra extraccion la muestra se hace pasar por un cartucho

gue Unicamente contiene una concentracién

determinada de patrén interno y posteriormente, una vez realizada la extraccion, se le anaden una

concentracion conocida de los cannabinoides. De esta manera, cuando esté hecho el analisis, el

resultado obtenido para la muestra dopada después de preparar la extraccidon serd una muestra

donde se ha recuperado un 100% de los analitos y, sabiendo esto, se puede calcular cual es el

porcentaje de rendimiento de extraccion.
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RESULTADOS Y DISCUSION. PARTE TEORICA

Todos los resultados recogidos de célculos tedricos fueron obtenidos a partir del método DFT con
el programa de cdlculos cuanticos Gaussian 09. Los funcionales escogidos para realizar este tipo de
calculos han sido el B3LYP y el M06-2X, y como funciones base se han utilizado la 6-31G**, la 6-
311++G** y la def2-TZVP, siendo esta ultima funcidon base empleada Unicamente para el estudio
de las moléculas de los cannabinoides. Inicialmente, se realiza una optimizacién de las estructuras
moleculares de los cannabinoides y de los monédmeros de los sorbentes, por individual, para
calcular la energia de cada estructura. Ademas, también se obtienen las frecuencias de vibracidn
de las moléculas para asegurar que las estructuras optimizadas resultantes sean minimos. Una vez
conseguidas las estructuras optimizadas, se procede a la visualizacion en 3D de la densidad
electrénica de las moléculas y a su estudio, con el fin de averiguar que tipos de interacciones se
estableceran entre el cannabinoide y el monédmero del sorbente. A continuacion, se prosigue con
el ensamblaje de los diferentes complejos moleculares monémero-cannabinoide, modeldndolos
de manera que las interacciones entre ambas moléculas sean diferentes entre los complejos
formados. En las figuras 5 y 6 se pueden observar las diferentes estructuras de las moléculas en

estudio: en la figura 5 estan los CS y en la figura 6 los mondmeros que conforman los sorbentes de

Figura 5: Moléculas optimizadas de los cannabinoides. A) corresponde al CS CP47,497; B) corresponde al CS CP55,940; C)
corresponde al CS JWH-073. A la derecha de cada estructura molecular se representa la densidad electrénica de cada cannabinoide.
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Figura 6: Moléculas optimizadas de los monémeros. D) corresponde al sorbente MCX; E) corresponde al sorbente STRATA-C18; F)
corresponde al sorbente STRATA-X. A la derecha de cada molécula se representa la densidad electrdnica de cada monémero.

los cartuchos de extraccién. A la derecha de cada estructura molecular se representa la densidad
electrénica de cada cannabinoide, siendo a mayor carga electrénica mayor colores rojizos, y a
menor carga electrénica colores mas azulados. A partir de la densidad electrénica y de los grupos
funcionales que contienen cada molécula se estudian los tipos de interacciones intermoleculares
gue se pueden generar en los complejos cannabinoide-mondmero: puentes de hidrégeno, fuerzas
de Van der Waals e interacciones tipo m-stacking (entre las nubes mt de anillos aromaticos apilados).
Una vez formados los complejos se procede al cdlculo de las energias de las moléculas por
individual y, posteriormente, al cdlculo de las energias interaccién de los complejos formados, con
y sin el error de superposicidon de bases gracias a la ecuacién (6). Es fundamental tener en cuenta
el nimero de moléculas que forman el complejo. Los célculos se realizan suponiendo que las
moléculas estan en fase gaseosa, y no en disolucidn. Esto quiere decir que no se considera que los
analitos se encuentren en una disolucién de plasma, ya que gracias a estudios previos se ha podido
comprobar que no hay un efecto perceptible del disolvente a la hora de obtener la energia de
interaccion cannabinoide-monémero.3® A nivel cualitativo los resultados que se obtendrian por

ambas vias serian los mismos y el coste computacional se ve reducido. Es por ello por lo que en
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este trabajo ya no se atiende a este fendmeno y directamente se estudian los cannabinoides en

fase gas.
+ Complejos con el cartucho OASIS MCX

Para el cartucho OASIS MCX las principales interacciones que se estudian y se forman entre los
cannabinoides y los mondmeros son de tipo enlace de hidrégeno, concretamente entre el grupo
OH del grupo sulfénico (tiene elevada densidad electrénica) y los OH de los cannabinoides

CP47,497 y el CP55,940. En el caso del cannabinoide JWH-073 la interaccion que se establece es
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Figura 7: Esquema de los complejos formados entre los CS y el monémero del cartucho de extraccion OASIS MCX. En orden
de izquierda a derecha: complejo molecular con el CS CP47,497, sequidamente del complejo con el CS CP55,940 y por ultimo
el complejo con el CS JWH-073. La interaccion aparece indicada con un circulo con lineas discontinuas.

entre el grupo amida del mondmero de MCX y el grupo carbonilo que posee el CS. En la figura 7 se
pueden observan los tipos de interacciones formadas. Este tipo de interacciones se han establecido
teniendo en cuenta la densidad electrénica de los grupos funcionales, de tal manera que se han
acercado los funcionales de mayor riqueza electrénica a los mas débiles en cuanto a abundancia

en electrones.
4+ Complejos con el cartucho STRATA- C18

El cartucho de Strata-C18 esta formado por una base de silice con cadenas de octadecilo, por lo
gue se espera que el tipo de interacciones establecidas en los complejos cannabinoide-mondémero
sean de tipo apolar. Es asi que se procede al disefio de los complejos moleculares, formando las
interacciones entre las cadenas carbonadas de ambas moléculas, ya que son las zonas mas

apolares. Ademas, teniendo en cuenta los grupos funcionales OH y carbonilo de los cannabinoides,
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Figura 8: Esquema de los complejos formados entre los CS y el monomero del cartucho de extraccion STRATA-C18 con el tipo de
interaccion 1-C18. En orden de izquierda a derecha: complejo formado con el CS CP47,497, seqguidamente del complejo formado con
el CS CP55,940 y por ultimo el complejo formado con el CS JWH-073. La interaccion aparece indicada con un circulo con lineas
discontinuas.

también se estudian las interacciones entre estos grupos y la cadena C18, previamente atendiendo

a la distribucién de carga de las moléculas que forman los complejos. Es por ello por lo que, para
este sorbente se han establecido dos tipos de interacciones: La interaccion 1-C18 (Figura 8), en la
gue se representa una interaccién de puentes de hidrégeno entre los grupos alcoholes de los
cannabinoides de la familia CP y el oxigeno del grupo carbonilo del JWH con el monémero, y la
interaccion 2-C18 (Figura 10, Anexos), donde se establecen interacciones entre las cadenas

apolares de los cannabinoides con el mondémero.
+ Complejos con el cartucho STRATA-X

En caso del mondmero que conforma el cartucho de STRATA-X las interacciones varian un poco en
funcién del cannabinoide que vaya a interactuar. Como se puede observar en la figura 6, molécula
F), el mondmero que conforma este sorbente posee tres anillos aromaticos, lo que puede dar lugar
a que se formen interacciones de tipo m-stacking. Por lo tanto, las interacciones que se van a
estudiar para este cartucho son: Interaccién 1-ST.X, en la cual se hace interaccionar los grupos
funcionales OH de los cannabinoides de la familia CP y el oxigeno del grupo carbonilo del JWH-073
con los anillos del monémero y la interaccidon 2-ST.X-A y la interaccién 2-ST.X-B, que solo se ha
estudiado con el cannabinoide JWH-073 y donde se aproximan los anillos aromaticos de ambas

moléculas para que se establezcan enlaces de tipo m-stacking. En la figura 9 se observa la
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Figura 9: Esquema de los complejos formados entre los CS y el monémero del cartucho de extraccion STRATA-X con el
tipo de interaccion 1-ST.X. En orden de izquierda a derecha: complejo formado con el CS CP47,497, seguidamente del
complejo formado con el CS CP55,940 y por ultimo el complejo formado con el CS JWH-073.

aproximacion de los grupos funcionales al centro de los anillos aromaticos del monémero. Debido
a cuestiones de efectos estéricos, los cannabinoides de la familia CP interaccionan con los anillos
de los extremos del mondmero, mientras que el JWH-073 interacciona con el anillo del centro del
mondmero, lo que proporciona que haya mas acercamientos entre otras partes de las moléculas.
En la figura 11(Anexos), se pueden observar los otros dos tipos de interacciones del JWH-073 con
el monémero (2-ST.X-A y 2-ST.X-B). Ademas de haber una interaccién por apilamiento de los
anillos, en forma de sandwich, también se forman interacciones por desplazamiento de planos de

los anillos y de configuracion tipo T.

ENERGIAS DE INTERACCION

Por ultimo, una vez formados todos los complejos posibles intentando representar las diferentes
interacciones posibles, se prosigue con el calculo de la energia de interaccion de los complejos con
y sin la BSSE y se pretende comparar, inicialmente, los resultados obtenidos entre los dos
funcionales escogidos, el B3LYP y el M06-2X, en el cartucho de extraccion MCX, utilizando como
funcion base el 6-31G**. Seguidamente se cotejan las diferencias entre las energias resultantes de
utilizar la correccién BSSE vy sin utilizarla y, por ultimo, se contrastan los valores de energias

obtenidas para las distintas interacciones formadas en los complejos cannabinoide-monémero. En
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Tabla 4: Energias de interaccion de los complejos en fase gas en el cartucho MCX, sin
corregir y con la correccién BSEE respectivamente, empleando la base la 6-31G**.

CP47,497 B3LYP -10,19 -7,77
MO06-2X -15,95 -12,40
CP55,940 B3LYP -19,19 -13,33
MO06-2X -31,16 -19,12
JWH-073 B3LYP -13,103 -11,34
MO06-2X -17,33 -14,75

la tabla 4 se comparan los resultados para los dos funcionales empleados para el cartucho MCX, y

se confirma que el resultado cualitativo (es decir, concluir que cannabinoide presenta mayor

interaccidon con el mondmero) no difiere significativamente entre uno u otro. Aun asi, a nivel

cuantitativo si se hayan diferencias, siendo el M06-2X el funcional con el que se obtienen energias

mas estables. Por eso, para proseguir con el estudio de los cartuchos, inicialmente se utilizara

unicamente el funcional el B3LYP y como la funcién base, el 6-31G**, puesto que es un calculo

mucho menos costoso y mds rdpido. Pero, para las interacciones mds favorables, las mas

importantes, también se realizard el cdlculo con el funcional M06-2X. Si Unicamente estudiamos

las energias obtenidas para este cartucho, se puede corroborar que la interaccién mas estable

Tabla 5: Energias de interaccion de los complejos en fase gas en el cartucho strata-C18, en funcion del tipo
de interaccion formada, sin corregir y con la correccion BSEE respectivamente. Se emplean los funcionales

B3LYP y M06-2X y la base la 6-31G**,

B3LYP 1-C18 -2,22 0,16
CP47,497 MO06-2X 1-C18 -3,13 -1,20
B3LYP 2-C18 -0,23 0,42
B3LYP 1-C18 -2,32 0,69
CP55,940 MO06-2X 1-C18 -4,46 -1,92
B3LYP 2-C18 -0,42 0,74
B3LYP 1-C18 -2,30 0,99
MO06-2X 1-C18 6,48 -3,63
JWH-073
B3LYP 2-C18 -0,757 0,39
MO06-2X 2-C18 -2,03 -1,08

alcanzada es para el cannabinoide CP55,940, que lo convertiria en el CS con mayor capacidad de

interaccidn con el mondmero. En la tabla 5 se muestran los datos de energias de interaccién de los

complejos para el cartucho STRATA-C18. Para las interacciones mas importantes se utiliza el
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funcional M06-2X. Para el caso del JWH-073 se analizan las dos interacciones con este funcional
porque los resultados obtenidos con y sin la BSSE son diferentes. En otras palabras, estudiando el
JWH-073 con el funcional B3LYP se obtienen discordancias entre las dos interacciones formadas,
comparando las energias con y sin la BSSE. La interaccién 1-C18 es mas estable sin tener en cuenta
la BSSE, pero si tenemos la tenemos en cuenta es la interaccion 2-C18 la mas favorable. Como se
puede comprobar, las energias obtenidas para este tipo de sorbente son muy débiles. Incluso, a
nivel B3LYP se dan complejos menos estables que las moléculas por separado con la correccidn
BSSE (E;,: BSSE positivas). Por eso, también es importante utilizar el M06-2X para estudiar las
Tabla 6: Energias de interaccion de los complejos en fase gas en el cartucho STRATA-X, en funcion del tipo de

interaccion formada, sin corregiry con la correccion BSEE respectivamente. Se emplean el funcional B3LYP y MO6-
2X y la base la 6-31G**.

CANNABINOIDES FUNCIONAL INTERACCION Eint (keal/mol) EinT BSSE (kcal/mol)
B3LYP 1-STX -5,27 -1,93
CP47,497
MO06-2X 1-ST.X -8,79 6,81
B3LYP 1-ST.X -3,17 1,72
CP55,940
MO06-2X 1-ST.X -5,49 -4,24
B3LYP 1-STX -3,78 0,37
MO06-2X 1-STX -12,01 8,39
B3LYP 2-STX-A -3,02 0,29
JWH-073
MO06-2X 2-ST.X-A -6,28 -4,02
B3LYP 2-ST.X-B -3,04 0,12
MO06-2X 2-STX-B -6,50 3,97

interacciones mas importantes. En la tabla 6, se observan los resultados obtenidos para las
energias de los complejos en el cartucho STRATA-X. En este caso, verificando los diferentes tipos
de interacciones que se establecieron para los complejos con el JWH-073, el mas favorable es el
de la interaccién 2-ST.X-A. Es decir, para este cannabinoide son mas estables las interacciones de
tipo m-stacking que las que se forman a partir del grupo carbonilo. Por otra parte, estudiando todas
las energias obtenidas, el cannabinoide con la mayor afinidad de interaccion con el cartucho de
STRATA-X es el CP47,497. Finalmente, si analizamos con detalle todos las energias obtenidas para
los tres cartuchos utilizados, se llega a la conclusidn de que: el funcional con el que se obtienen
mejores resultados es el M06-2X con la funcidn base 6-31G**; el mejor cartucho de extraccién es
el MCX, pues es el cartucho con el que se consiguen complejos mas estables (E;,; mas negativas)
por lo que a la hora de realizar la parte experimental se deberia utilizar este cartucho para obtener

un mayor rendimiento de extraccion.
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RESULTADOS Y DISCUSION. PARTE EXPERIMENTAL
o LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION (LOD y LLOQ)
En la tabla 7 se recogen los valores de LOD y LLOQ. Se comprueba que, dependiendo del

cannabinoide, se obtienen distintos limites, siendo el CP55,940 el que tiene una menor sefial a

concentraciones bajas.

Tabla 7:Limites de deteccion y cuantificacion (LOD y LOQ) para los CS

CP47,497 0,01 0,02
CP55,940 0,06 0,08
JWH-073 0,01 0,02

o RECTAS DE CALIBRADO

Una vez se han determinado el LLOQy el LOD de los cannabinoides se procede a elaborar una recta
de calibrado por cada cartucho de extraccién. Las concentraciones estan recogidas en la tabla 3,
donde el punto 0 es un blanco que solo contiene el patrén interno en el plasma y el punto 1 es el

Tabla 8: Rectas de calibrado de cada CS para cada cartucho de SPE, junto con el coeficiente de
correlacion obtenido para cada una de ellas.

CP47,497 y=0,5052x+0,4647 0,83293
MCX

CP55,940 y=7,3887x+3,1398 0,763845

JWH-073 y=7,6920x+52,6668 0,979431

CP47,497 y=0,9857x+0,0195 0,985204
ST-X

CP55,940 y=0,9197x+0,0549 0,972535

JWH-073 y=10,9950x-0,0559 0,989984

CP47,497 y=1,7424x-0,0099 0,966926
c-18

CP55,940 y=1,5094x+0,0945 0,979886

JWH-073 y=1,8597x+0,0697 0,980114

LLOQ para cada cannabinoide. Se calcula la relacién de areas del analito y el patrén interno y se
construyen las rectas de calibrado (tabla 8). Este proceso se lleva a cabo gracias a las herramientas

informaticas Excel y Statgraphics Centurion 18. Todas las rectas se han elaborado por duplicado.

o RENDIMIENTO DE LAS SPE

Para la determinacion del rendimiento de las extracciones se elige el punto 0,5 ppm para cada
cannabinoide y se realiza el proceso de extraccion. Los rendimientos obtenidos se recogen en las
tablas 9, 10 y 11. Los porcentajes obtenidos no son significativos, ya que no puede haber

recuperaciones de extraccion del 200%, como ocurre como por ejemplo para el caso del JWH-073
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en el cartucho MCX, ni tampoco que se obtengan porcentajes de rendimiento tan bajos, como
sucede para el cartucho ST-X. Se estudiaron posibles razones por las que se obtienen estos valores,
y se atribuyeron a posibles interferencias causadas por el patrén interno, debido a que se
fragmenta de manera similar a los cannabinoides. Para solventar este problema, se procede al

estudio de las abundancias sin tener en cuenta el patrén interno, y asi poder determinar cual seria

Tabla 9 Rendimientos de extraccion
obtenidos para el cartucho STRATA-X

Tabla 11: Rendimientos de extraccion
obtenidos para el cartucho STRATA-C18.

Tabla 10: Rendimientos de extraccion
obtenidos para el cartucho OASIS MCX.

Cannabinoides

Cannabinoides

RENDIMIENTO (%)

CP47,497

CP55,940

JWH-073

495,9114

567,6265

1205,3656

Cannabinoides

RENDIMIENTO (%)

RENDIMIENTO (%)

CP47,497

CP55,940

JWH-073

19,1735

29,8526

21,7206

CP47,497

CP55,940

JWH-073

62,7245

51,8901

297,9232

el mejor cartucho. Estas abundancias se recogen en la tabla 12. Como se puede comprobar, los
valores de abundancias resultantes para el cartucho MCX son bastante superiores a los extraidos
con los otros dos cartuchos, concluyendo que el cartucho MCX es con el que se obtiene una mejor
extraccién. Por lo tanto, se considera que el sorbente con el que se realiza una mejor extraccion es
con el MCX. Por ultimo, si estudiamos todos los resultados obtenidos, tanto a nivel tedrico como a
nivel experimental, se corrobora que para realizar un tratamiento de muestra adecuado, la
extraccion en fase sélida ha de realizarse con el cartucho OASIS MCX, ya que se obtienen energias
de interaccién cannabinoide-mondmero mas estables y, a nivel de abundancias, es el que aporta

unas mayores sefiales para los tres cannabinoides.

Tabla 12: Abundancias de cada cannabinoide con una concentracion de 0,5ppm para
cada cartucho de extraccion.

CP47,497 3309452 2347620 2027808

CP55,940 18886982 2014899 2301502

JWH-073 12360132 2712787 2094945
CONCLUSIONES

A nivel teodrico:

= Se ha optimizado las geometrias moleculares de los CS y la de los mondmeros

constituyentes de los cartuchos de extraccion.
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= Se establece las posibles interacciones entre los complejos formados y se obtuvo que,
gracias a los puentes de hidrégeno y los enlaces de tipo n-stacking, se alcanza una mayor

estabilidad energética de los complejos.
A nivel experimental:

= Se han optimizado tanto las condiciones cromatogréficas necesarias y los protocolos de
extraccidén para poder separar, determinar y cuantificar los 3 CS, por lo que se llegan a

obtener qué cartucho es el que obtiene un mayor porcentaje de extraccién.

Estudiando conjuntamente ambos tipos de analisis, y teniendo en cuenta el objetivo principal de
este trabajo, se llega a la conclusién que el cartucho mds adecuado para realizar la SPE es el OASIS
MCX, ya que es con el que se obtienen mejores resultados en cuanto a energias de interaccién y

de abundancias.
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Figura 10: Esquema de los complejos formados entre los CS y el monémero del cartucho de extraccion STRATA-C18 con el tipo de
interaccion 2-C18. En orden de izquierda a derecha: complejo formado con el CS CP47,497, seqguidamente del complejo formado con
el CS CP55,940 y por ultimo el complejo formado con el CS JWH-073.

o

Figura 11: Esquema de los complejos formados entre el JWH-073 y el mondémero del cartucho de extraccion STRATA-X con las
interacciones 2-ST.X-A y 2-ST.X-B, respectivamente.
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